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RESUMO 
 
O objetivo neste estudo foi desenvolver um novo protocolo de indução de 
osteorradionecrose mandibular em ratos e avaliar o comportamento do meloxicam como 
possível substância radioprotetora. Para isso, dois estudos foram desenvolvidos. No primeiro 
estudo, um total de 45 ratos Wistar machos foram utilizados nas diferentes partes desse estudo. 
Inicialmente, 25 ratos foram divididos aleatoriamente em 5 grupos (n = 5) de acordo com o 
protocolo da dose de radiação: sem irradiação e irradiados com 15 Gy, 20 Gy, 25 Gy e 30 Gy 
utilizando-se um acelerador linear. Posteriormente, outros 15 ratos foram divididos 
aleatoriamente em 3 grupos (n = 5) de acordo com o momento da exodontia dos três molares 
inferiores do lado direito: 7, 10 ou 14 dias após a irradiação com 20 Gy. Por fim, as exodontias 
foram realizadas em outros 5 ratos sem irradiação (C-E10) para comparação com os do grupo 
das exodontias 10 dias após a irradiação (I-E10). As mandíbulas dos grupos C-E10 e I-E10 
foram submetidas à avaliação macroscópica e análise por meio de micro-CT. Os animais 
irradiados sobreviveram durante todo o período do estudo apenas com doses únicas de 15 Gy e 
20 Gy. O tempo adequado para as exodontias após a irradiação a fim de induzir 
osteoradionecrose mandibular foi definido como 10 dias. A avaliação macroscópica das 
hemimandíbulas do lado direito mostrou presença de osteorradionecrose no grupo I-E10 e 
cicatrização gengival completa no grupo C-E10. A análise por meio de micro-CT da reparação 
do alvéolo indicou um atraso significativo na reparação no grupo I-E10 quando comparado ao 
grupo C-E10. No segundo estudo, um total de 60 ratos Wistar machos foram divididos 
aleatoriamente em 6 grupos (n = 10) de acordo com os procedimentos de administração do 
meloxicam e irradiação: controle, irradiado, uma dose de meloxicam, uma dose de meloxicam 
e irradiado, três doses de meloxicam e três doses de meloxicam e irradiado. A administração 
do meloxicam (20 mg/kg por dose) iniciou-se 1 h antes da irradiação (dose única de 20 Gy) 
com as doses subsequentes a cada 24 h para os grupos com três doses, sendo os animais 
submetidos à exodontia dos três molares inferiores do lado direito 10 dias após a irradiação. As 
mandíbulas foram submetidas à avaliação macroscópica e análise por meio de micro-CT. A 
avaliação macroscópica das hemimandíbulas do lado direito mostrou presença de 
osteorradionecrose em todos os grupos irradiados e cicatrização gengival completa em todos os 
grupos não irradiados. A análise por meio de micro-CT da reparação do alvéolo indicou um 
atraso significativo na reparação em todos os grupos irradiados quando comparado a todos os 
grupos não irradiados. Concluiu-se que a dose única de radiação de 20 Gy restrita à região de 
cabeça e pescoço combinada à exodontia dos três molares inferiores 10 dias após a irradiação 
constitui um protocolo viável de indução de osteorradionecrose mandibular em ratos com fonte 
externa de radiação. Além disso, concluiu-se que o meloxicam é pouco eficaz como substância 
radioprotetora do desenvolvimento da osteorradionecrose mandibular quando há exodontias. 
 
Palavras-chave: Osteorradionecrose. Radioterapia. Protetores contra Radiação. Anti-
Inflamatórios não Esteroides. Modelos Animais. Microtomografia por Raio-
X.  
 
ABSTRACT 
 
The aim in this study was to develop a novel protocol for mandibular 
osteoradionecrosis induction in rats and to evaluate meloxicam as radioprotector candidate. For 
this, two studies were developed. In the first study, a total of 45 male Wistar rats were used in 
different parts of this study. Firstly, 25 rats were randomly divided into 5 groups (n = 5) 
according to the radiation dose protocol: without irradiation, and irradiated with 15 Gy, 20 Gy, 
25 Gy or 30 Gy using a linear accelerator. Secondly, 15 other rats were randomly divided into 
3 groups (n = 5) according to the time of extraction of the three right mandibular molars: 7, 10 
or 14 days after irradiation of 20 Gy. Lastly, dental extractions were performed in 5 other rats 
without irradiation (C-E10) for comparison with those of the group of dental extractions 10 
days after irradiation (I-E10). The mandibles of C-E10 and I-E10 groups were assessed by 
macroscopic evaluation and micro-CT analysis. The irradiated animals survived throughout the 
study period only at single doses of 15 Gy and 20 Gy. The suitable time for dental extractions 
after irradiation to induce mandibular osteoradionecrosis was defined as 10 days. Macroscopic 
evaluation of the right hemimandibles showed presence of osteoradionecrosis in I-E10 group 
and complete gingival healing in C-E10 group. Micro-CT analysis of the alveolar socket healing 
indicated a significant delay in healing in I-E10 group when compared to C-E10 group. In the 
second study, a total of 60 male Wistar rats were randomly divided into 6 groups (n = 10) 
according to the procedures of meloxicam administration and irradiation: control, irradiated, 
one dose of meloxicam, one dose of meloxicam irradiated, three doses of meloxicam, and three 
doses of meloxicam irradiated. Meloxicam administration (20 mg/kg per dose) started 1 h 
before irradiation (single dose of 20 Gy) with the subsequent doses after every 24 h for the 
groups with three doses, and the animals underwent extraction of the three right mandibular 
molars 10 days after. The mandibles were assessed by macroscopic evaluation and micro-CT 
analysis. Macroscopic evaluation of the right hemimandibles showed osteoradionecrosis in all 
the irradiated groups and complete gingival healing in all the non-irradiated groups. Micro-CT 
analysis of the alveolar socket healing indicated a significant delay in healing in all the 
irradiated groups when compared to all the non-irradiated groups. In conclusion, a single 
radiation dose of 20 Gy focused on head and neck region combined with the extraction of the 
three mandibular molars 10 days after irradiation constitutes a feasible protocol of mandibular 
osteoradionecrosis induction in rats with external beam radiation therapy. In addition, 
meloxicam is poorly effective as radioprotector to prevent mandibular osteoradionecrosis in the 
presence of dental extractions. 
 
Key Words: Osteoradionecrosis. Radiotherapy. Radiation-Protective Agents. Non-Steroidal 
Anti-Inflammatory Agents. Animal Experimentation. X-Ray Microtomography. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
A osteorradionecrose mandibular é uma das mais severas complicações da 
radioterapia na região de cabeça e pescoço. Embora seja estudada há anos, a osteorradionecrose 
ainda não é completamente entendida devido à sua complexidade. O diagnóstico da 
osteorradionecrose baseia-se principalmente em achados clínicos, no qual o osso irradiado se 
torna necrótico e exposto, não cicatrizando por um período de três meses e ocorrendo na 
ausência de necrose tumoral local, recidiva ou metástase. As preocupações quanto à 
osteorradionecrose estão principalmente relacionadas à ausência de tratamento estabelecido e 
de prognóstico garantido de cura. Dessa forma, estudos têm indicado que a prevenção é a 
melhor maneira de lidar com a osteorradionecrose (Chrcanovic et al., 2010; Chronopoulos et 
al., 2018; Sathasivam et al., 2018). 
Os modelos experimentais em animais são importantes na busca por métodos para 
prevenir a osteorradionecrose, dependendo inicialmente de um sólido protocolo de indução. 
Estudos anteriores foram realizados a fim de desenvolver um protocolo de indução de 
osteorradionecrose mandibular em ratos (Kurihashi et al., 2002; Niehoff et al., 2008; Fenner et 
al., 2010; Cohen et al., 2011; Tamplen et al., 2011; Damek-Poprawa et al., 2013; Bléry et al., 
2015); entretanto, algumas limitações foram encontradas para reproduzi-los. 
A fisiopatologia da osteorradionecrose vem sendo estudada desde sua primeira 
aparição (década de 1920) e muitas teorias foram formuladas. A teoria mais recente propõe que 
a osteorradionecrose ocorre devido ao processo de fibroatrofia induzida pela radiação, o qual 
pode ser esquematicamente dividido em três fases. Na fase inicial pré-fibrótica, as células 
endoteliais danificadas pela radiação iniciam uma inflamação crônica inespecífica, 
caracterizada pelo aumento da permeabilidade vascular com formação de edema, destruição de 
células endoteliais e trombose vascular, promovendo necrose da microvascularização e 
isquemia local. Na fase organizada constitutiva, há predomínio de atividade fibroblástica 
anormal e desorganização da matriz extracelular. Esta fase é particularmente importante no osso 
irradiado, uma vez que a prevalência de miofibroblastos em relação aos osteoblastos resulta na 
substituição da matriz óssea por tecido fibroso. Por fim, na fase de fibroatrofia tardia, os 
miofibroblastos sofrem apoptose e o tecido desenvolve fibroatrofia, apresentando poucas 
células e matriz extracelular densa. Após o processo de fibroatrofia induzida pela radiação, o 
osso apresenta-se pouco celularizado, pouco vascularizado e fibroso, tornando-se frágil e 
suscetível à inflamação reativada tardia, mesmo décadas após a radioterapia (Delanian e Lefaix, 
2004; Chrcanovic et al., 2010). 
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Os anti-inflamatórios não esteroides (AINEs) têm sido avaliados com relação aos 
danos da radiação, sendo o meloxicam o mais citado na literatura científica (Hofer et al., 2006; 
Hofer et al., 2008a; Hofer et al., 2008b; Hofer et al., 2011; Hoggatt et al., 2013; Hofer et al., 
2014; Desmarais et al., 2015; Hofer et al., 2017; Yamasaki et al., 2017), mostrando resultados 
promissores. O modo de ação dos AINEs está relacionado com a inibição da ciclo-oxigenase 
(COX), uma enzima que catalisa a conversão do ácido araquidônico da membrana fosfolipídica 
em prostaglandinas e tromboxanos, os quais são mediadores teciduais produzidos por vários 
tipos de células. Existem dois isômeros da COX: a COX-1 é constitutivamente expressa na 
maioria dos tecidos, estando envolvida em processos fisiológicos; e a COX-2 não é detectada 
em muitos tecidos, sendo induzida principalmente por processos patológicos, como inflamação. 
AINEs clássicos inibem ambos os isômeros da COX e comumente apresentam dano à mucosa 
gástrica como efeito colateral; assim, os inibidores seletivos de COX-2 são preferencialmente 
usados (Lin et al., 2002; Ko et al., 2008; Jiao et al., 2009; Cheki et al., 2018). 
Deste modo, tendo em vista as limitações encontradas em reproduzir os modelos de 
indução de osteorradionecrose mandibular em ratos, e considerando-se que a fisiopatologia da 
osteorradionecrose parece estar relacionada a um processo inflamatório, o objetivo neste estudo 
foi desenvolver um protocolo de indução de osteorradionecrose mandibular em ratos e avaliar 
o comportamento do meloxicam como possível substância radioprotetora. 
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2 ARTIGOS¹ 
 
2.1 A Novel Protocol for Mandibular Osteoradionecrosis Induction in Rats with External 
Beam Radiation Therapy² 
 
 
Artigo submetido ao periódico Radiotherapy and Oncology (Anexo 3). 
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¹ Ver verificação de originalidade e prevenção de plágio em Anexo 1. 
² Ver material e métodos detalhado em Apêndice 1 e certificado da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) 
em Anexo 2.  
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ABSTRACT 
 
Objective: To propose a novel protocol of mandibular osteoradionecrosis induction 
in rats with external beam radiation therapy. 
Material and Methods: A total of 45 male Wistar rats were used in different parts 
of this study. Firstly, 25 rats were randomly divided into 5 groups (n = 5) according to the 
radiation dose protocol: without irradiation, and irradiated with 15 Gy, 20 Gy, 25 Gy or 30 Gy 
using a linear accelerator. Secondly, 15 other rats were randomly divided into 3 groups (n = 5) 
according to the time of extraction of the three right mandibular molars: 7, 10 or 14 days after 
irradiation of 20 Gy. Lastly, dental extractions were performed in 5 other rats without irradiation 
(control group: C-E10) for comparison with those of the group of dental extractions 10 days 
after irradiation (I-E10). The mandibles of C-E10 and I-E10 groups were assessed by 
macroscopic evaluation (subjective analysis) and micro-CT analysis (compared with Student’s 
t-test at a significance level of 5%). 
Results: The irradiated animals survived throughout the study period only at single 
doses of 15 Gy and 20 Gy. The suitable time for dental extractions after irradiation to induce 
mandibular osteoradionecrosis was defined as 10 days. Macroscopic evaluation of the right 
hemimandibles 21 days after dental extractions showed presence of osteoradionecrosis in I-E10 
group and complete gingival healing in C-E10 group. Micro-CT analysis of the alveolar socket 
healing 21 days after dental extractions indicated a significant delay in healing in I-E10 group 
when compared to C-E10 group. 
Conclusion: A single radiation dose of 20 Gy focused on head and neck region 
combined with the extraction of the three mandibular molars 10 days after irradiation 
constitutes a feasible protocol of mandibular osteoradionecrosis induction in rats with external 
beam radiation therapy. 
 
Key Words: Osteoradionecrosis. Radiotherapy. Animal Experimentation. X-Ray 
Microtomography. 
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INTRODUTION 
 
Mandibular osteoradionecrosis is one of the major complications of radiotherapy in 
head and neck region. Although it has been studied for so many years, osteoradionecrosis is not 
completely understood due to its complexity. The diagnosis of osteoradionecrosis is mainly 
based on clinical findings, in which the irradiated bone becomes necrotic and exposed, not 
healing for a period of three months and occurring in the absence of local tumor necrosis, 
recurrence or metastasis. Concerns about osteoradionecrosis are mainly related to the absence 
of an established treatment and a guaranteed prognosis of cure. Therefore, studies have 
indicated that prevention is the best way to deal with osteoradionecrosis (Chrcanovic et al., 
2010; Chronopoulos et al., 2018; Sathasivam et al., 2018). 
Experimental animal models are important in the search for methods to prevent 
osteoradionecrosis, which initially depend on a solid induction protocol. Previous studies have 
been conducted to develop an induction protocol of mandibular osteoradionecrosis in rats 
(Kurihashi et al., 2002; Niehoff et al., 2008; Fenner et al., 2010; Cohen et al., 2011; Tamplen 
et al., 2011; Damek-Poprawa et al., 2013; Bléry et al., 2015); however, some limitations have 
been encountered to reproduce them. Most of the studies made use of internal radiation therapy 
(brachytherapy) (Niehoff et al., 2008; Cohen et al., 2011; Tamplen et al., 2011; Damek-
Poprawa et al., 2013). This type of therapy uses a radioisotope as internal source of radiation; 
and, although it has been shown to be an interesting method to induce mandibular 
osteoradionecrosis, it presents some restrictions for implementation. Firstly, brachytherapy has 
limited availability and requires qualified professionals. Secondly, it must be individually 
applied to the animals and, for each one, a new measurement of radiation dose must be made 
due to radioisotope decay. Finally, it needs individual computed-tomography scans prior to tube 
implantation, requiring more handling of the animals (Niehoff et al., 2008; Fenner et al., 2010). 
The other studies (Kurihashi et al., 2002; Fenner et al., 2010; Bléry et al., 2015) made use of 
X-ray as external beam radiation therapy. Kurihashi et al. (2002) used a single radiation dose 
of 10 Gy, equivalent to 26 Gy in fractionated radiation dose with 2 Gy/fraction, which is much 
lower than the minimum dose of 60 Gy considered to be capable of inducing osteoradionecrosis 
(Chrcanovic et al., 2010; Fenner et al., 2010; Sathasivam et al., 2018). Conversely, although 
Fenner et al. (2010) used a high radiation dose of 60 Gy, they also fractionated it; the main 
problem with the protocol of fractionated radiation dose is the repeated anaesthesia of the 
animals, which increases the risk of early mortality, reducing the reproducibility of radiation 
damage (Niehoff et al., 2008; Tamplen et al., 2011). Lastly, Bléry et al. (2015) established a 
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single radiation dose of 50 Gy as the ideal to mandibular osteoradionecrosis induction; however, 
according to Lerouxel et al. (2009), animals could not survive to doses higher than 40 Gy 
delivery in head and neck region. 
Additional factors, mainly trauma, are also associated to the development of 
osteoradionecrosis, including injures from dentures, surgical treatment of malignancies or 
dental extractions. The radiation therapy affects bone physiology, which becomes paucicellular, 
poorly vascularized and fibrous; these characteristics decrease bone metabolism, impairing 
healing and, thus, enabling the development of osteoradionecrosis (Chrcanovic et al., 2010; 
Yamasaki et al., 2017). 
Therefore, in view of the need to establish a solid and widely available protocol of 
mandibular osteoradionecrosis induction and the limitations encountered to reproduce the 
previous experimental animal models, the aim of this study was to propose a novel protocol of 
mandibular osteoradionecrosis induction in rats with external beam radiation therapy. 
 
MATERIAL AND METHODS 
 
This study was approved by the local institutional animal research ethics committee 
(Protocol #3385-1). A total of 45 male Wistar strain rats were used (Figure 1). All of them were 
90 days old and had a body weight of approximately 400 g. Animals were given a standard 
pelleted rodent diet and water ad libitum, and were maintained in a laboratory with controlled 
temperature and humidity in light-dark cycle of 12 h. 
 
Radiation Dose Test 
 
Twenty-five rats were randomly divided into 5 groups (n = 5) according to the 
radiation dose protocol: control without irradiation (C), irradiated with 15 Gy (I15), irradiated 
with 20 Gy (I20), irradiated with 25 Gy (I25) and irradiated with 30 Gy (I30). The radiation 
therapy was delivered under general anesthesia induced by intramuscular injection of a mixture 
of 100 mg/kg ketamine (Dopalen, Ceva Saude Animal, Paulinia, SP, Brazil) and 10 mg/kg 
xylazine (Rompun, Bayer S.A., Sao Paulo, SP, Brazil). For the irradiation, a linear accelerator 
(Clinic 6/100®, Varian Medical Systems, Palo Alto, CA, USA) was used with focal length of 
100 cm, depth of 3.5 cm and collimation field of 15 x 30 cm. Only the head and neck region 
was irradiated by protecting the body of the animals with a 10-mm thick lead coverage to reduce 
scattered radiation in an attempt to increase the survival rate; however, the animals survived 
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throughout the study period only with 15 Gy and 20 Gy, and demonstrated lost weight in the 
first 10 days after irradiation, followed by weight gain. 
 
 
Figure 1 - Distribution of the rats in the study. 
 
Dental Extraction Time Test after Irradiation  
 
Fifteen other rats were randomly divided into 3 groups (n = 5) according to the time 
when dental extractions would be performed after irradiation: 7 days (I-E7), 10 days (I-E10) 
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and 14 days (I-E14). The radiation protocol was the same as previously described, with a single 
dose of 20 Gy for all groups, which was the highest possible dose. The dental extractions were 
also conduct under general anesthesia induced by intramuscular injection of a mixture of 100 
mg/kg ketamine (Dopalen, Ceva Saude Animal, Paulinia, SP, Brazil) and 10 mg/kg xylazine 
(Rompun, Bayer S.A., Sao Paulo, SP, Brazil). The animals underwent extraction of the three 
right mandibular molars; caution was taken to avoid any residual root fragment. After 21 days, 
they were euthanized and their mandibles were carefully removed to avoid damage to adjacent 
soft tissues. Macroscopic evaluation of the right hemimandibles was performed by subjective 
visual inspection with the consent of all the examiners. Important absence of gingival healing 
in all animals of all groups was observed, indicating the occurrence of osteoradionecrosis; 
however, because the animals have demonstrated weight gain after 10 days, this seemed to be 
the suitable time for dental extractions. 
Lastly, dental extractions were also performed in five other rats without irradiation 
to obtain a control group (C-E10) for comparison with those from I-E10 group. It is noteworthy 
that animals from C-E10 groups were submitted to the same anesthesia procedure as those from 
I-E10 group, but only a sham irradiation was performed on them. 
 
Mandibular Osteoradionecrosis Assessment 
 
After macroscopic evaluation, the mandibles of the animals from C-E10 and I-E10 
groups were dissected free of soft tissues, separated into hemimandibles, fixed with 10% 
buffered formalin for 72 h and stored in saline solution. Then, micro-computed tomography 
(micro-CT) scans of each hemimandible were obtained using the Quantum FX unit 
(PekinElmer, Waltham, MA, USA) adjusted at the following parameters: 90 kVp, 160 mA and 
voxel size of 40 μm. 
All right hemimandibles, those submitted to dental extractions, were used in the 
assessment of alveolar socket healing. In the DataViewer software (SkyScan, Kontich, 
Belgium), the volume of the right hemimandibles was positioned such that the distal socket of 
the first molar was centered and, in the CTAn software (SkyScan, Kontich, Belgium), a 
cylindrical region of interest (40 µm in diameter and 11 slices of 40 µm in thickness) was 
created in the center of the distal socket of the first molar (Figure 2A). 
All left hemimandibles, those containing the molars, were used in the assessment 
of alveolar bone structure. In the DataViewer software (SkyScan, Kontich, Belgium), the 
volume of the left hemimandibles was positioned in the central area between the central roots 
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of the first molar and, in the CTAn software (SkyScan, Kontich, Belgium), a parallelepiped-
shaped region of interest (10 µm in width, 30 µm in height and 11 slices of 40 µm in thickness) 
was created in the center of the central roots of the first molar (Figure 2B). 
The same global threshold was applied for the assessment of both right and left 
hemimandibles and the following characteristics of the trabecular bone microarchitecture were 
assessed in the three-dimensional analysis: bone volume fraction (bone volume/total volume), 
trabecular number, trabecular thickness and trabecular separation. Data from the micro-CT 
analysis were presented as mean and standard deviation, and compared with Student’s t-test, 
using IBM SPSS Statistics 22.0 (IBM Corp, Armonk, NY, USA). Statistical significance was 
set at 5% (α = 0.05). 
 
 
Figure 2 - Micro-CT cross-sections indicating the region of the interest in the two hemimandibles. A: Assessment 
of alveolar socket healing; B: Assessment of alveolar bone structure. 
 
RESULTS 
 
In the radiation dose test, the animals were monitored and weighed daily after 
irradiation for 40 days. Table 1 presents mean values of weight variation obtained every five 
days after irradiation for each group. In C group, the animals gained weight during the 40 days; 
in I15 and I20 groups, the animals lost weight during the first 10 days, followed by weight gain; 
and in I25 and I30 groups, the animals only lost weight and survived for no more than 17 and 
12 days, respectively. 
In the dental extraction time test after radiation, macroscopic evaluation of the right 
hemimandibles showed bone exposure in the region of dental extractions after 21 days in all 
animals; however, this was smaller in the animals from I-E14 group than in those from I-E7 
and I-E10 groups, in which the bone exposure was similar to the osteoradionecrosis observed 
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by Cohen et al. (2011). Conversely, the region of dental extractions after 21 days showed 
complete gingival healing in the animals from C-E10 group (Figure 3). 
 
TABLE 1 - Mean values of weight (g) variation obtained every five days after irradiation for each group. 
Day C I15 I20 I25 I30 
5 11.62 -27.99 -23.77 -59.86 -35.09 
10 8.81 -18.45 -57.71 -83.40 -67.61 
15 10.47 28.63 27.86 -49.97 -12.55 
20 7.93 11.62 22.39 -9.95 ----- 
25 6.55 16.99 11.96 ----- ----- 
30 5.36 9.11 0.39 ----- ----- 
35 6.88 11.92 3.57 ----- ----- 
40 5.79 1.56 0.02 ----- ----- 
Control group without irradiation (C), irradiated group with 15 Gy (I15), irradiated group with 20 Gy (I20), irradiated group with 25 Gy (I25) 
and irradiated group with 30 Gy (I30). 
 
 
Figure 3 - Photographic images of the mandible 21 days after dental extractions for macroscopic evaluation. A, B, 
C: Presence of osteoradionecrosis in the groups with dental extractions 7, 10 and 14 days after 
irradiation, respectively; D: Complete gingival healing in the control group with dental extractions 10 
days after sham irradiation. 
 
At day 21, alveolar socket healing was supposed to be in the intermediate phase; 
however, micro-CT analysis indicated a significant delay in healing in I-E10 group when 
compared to C-E10 group (Figure 4). Table 2 presents trabecular bone microarchitecture data 
regarding to alveolar socket healing in the right hemimandibles for each group. According to 
Student’s t-test, the values of the C-E10 group were significantly greater than those of the I-
E10 group for bone volume fraction (p<0.001), trabecular number (p<0.001) and trabecular 
thickness (p<0.001). For trabecular separation (p<0.001), the values of the I-E10 group were 
significantly greater than those of the C-E10 group. 
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Table 3 presents trabecular bone microarchitecture data regarding to alveolar bone 
structure in the left hemimandibles for each group. According to Student’s t-test, the values did 
not differ statistically between I-E10 and C-E10 groups for all characteristics: bone volume 
fraction (p=0.238), trabecular number (p=0.920), trabecular thickness (p=0.067) and trabecular 
separation (p=0.149). Although micro-CT analysis showed no difference between groups, in 
one of the left hemimandibles of I-E10 group, spontaneous resorption of the alveolar bone was 
detected between the central roots of the first molar, which seems to be similar to the 
spontaneous osteoradionecrosis observed by Damek-Poprawa et al. (2013). 
 
 
Figure 4 - Micro-CT cross-sections of the alveolar socket healing 21 days after dental extractions performed 10 
days after irradiation or simulation in the right hemimandible. A: Absence of trabecular bone indicating 
delayed healing in the irradiated group; B: Presence of trabecular bone indicating healing at 
intermediate phase in the control group. 
 
TABLE 2 - Mean values and standard deviation of the trabecular bone microarchitecture with regard to the alveolar 
socket healing for each group. 
Group 
Bone Volume 
Fraction 
(%) 
Trabecular 
Number 
(1/mm) 
Trabecular 
Thickness 
(µm) 
Trabecular 
Separation 
(µm) 
C-E10   84.56±6.65*   83.21±05.86*   10.20±1.02* 04.35±0.35 
I-E10 05.46±4.82 14.06±11.34 03.46±0.99   11.11±0.35* 
Control group without irradiation (C-E10) and irradiated group (I-E10), both with dental extractions 10 days after irradiation or simulation. 
*Significantly superior than the other group in the same column according to Student’s t-test (p < 0.05). 
 
TABLE 3 - Mean values and standard deviation of the trabecular bone microarchitecture with regard to the alveolar 
bone structure for each group. 
Group 
Bone Volume 
Fraction 
(%) 
Trabecular 
Number 
(1/mm) 
Trabecular 
Thickness 
(µm) 
Trabecular 
Separation 
(µm) 
C-E10 98.91±00.78 105.65±00.87 9.36±0.13 2.00±0.00 
I-E10 82.37±26.68 104.65±21.55 7.67±1.52 3.60±2.00 
Control group without irradiation (C-E10) and irradiated group (I-E10), both with dental extractions 10 days after irradiation or simulation. No 
significant difference was detected between groups in the same column according to Student’s t-test (p < 0.05). 
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DISCUSSION 
 
In the scientific literature, it is well established that experimental animal models are 
essential for the study of several human diseases to understand their pathogenesis and to prevent 
them. These models have been used in the study of mandibular osteoradionecrosis for many 
years; however, an ideal model has not yet been established, since each one had a particular 
limitation. Thus, this study proposes a novel experimental model to induce mandibular 
osteoradionecrosis in rats. 
External beam radiation therapy was chosen in the present study because it is the 
conventional protocol for head and neck radiotherapy in humans (Cabrera et al., 2013). 
Moreover, the radiation doses tested were based on previous studies (Niehoff et al., 2008; 
Cohen et al., 2011, Tamplen et al., 2011), which used a single dose of 20 Gy or 30 Gy, even 
through brachytherapy. According to the linear-quadratic model (Liu et al., 2003), the 
radiobiologic effect of different radiotherapy protocols can be compared; thus, it is possible to 
calculate the equivalence of single radiation doses and fractionated radiation doses. Assuming 
an α/β value of 3 Gy for bone (Liu et al., 2003; Niehoff et al., 2008), the conventional protocol 
for head and neck radiotherapy in humans with fractionated dose of 70 Gy at 2 Gy/fraction 
(Cabrera et al., 2013) is equivalent to a single dose of about 17.3 Gy. 
In this study, the animals survived throughout the study period only with single 
radiation doses of 15 Gy and 20 Gy; the other animals probably did not survive due to the acute 
side effects of radiation. Single doses of 15 Gy and 20 Gy are close to the established reference 
dose related to the conventional protocol for head and neck radiotherapy in humans previously 
mentioned (17.3 Gy), and they are also equivalent to fractionated doses of 54 Gy and 92 Gy at 
2 Gy/fraction, respectively, according to the linear-quadratic model previously cited (Liu et al., 
2003; Niehoff et al., 2008). The fractionated dose of 54 Gy is slightly lower than the minimum 
dose of 60 Gy considered to be capable of inducing osteoradionecrosis (Chrcanovic et al., 2010; 
Fenner et al., 2010; Sathasivam et al., 2018); however, in a previous study (Yamasaki et al., 
2017), a single dose of 15 Gy was not sufficient to induce mandibular osteoradionecrosis in 
rats. Therefore, the single radiation dose of 20 Gy was chosen for the following parts of this 
study. 
Dental extractions after radiotherapy are known to be a risk factor for the 
development of mandibular osteoradionecrosis (Kurihashi et al., 2002; Chrcanovic et al., 2010; 
Cohen et al., 2011; Tamplen et al., 2011; Bléry et al., 2015; Chronopoulos et al., 2018; 
Sathasivam et al., 2018); it is probably related to the fact that radiotherapy changes the 
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underlying support structures of the teeth (Sathasivam et al., 2018). In addition, it should be 
considered that radiation affects the patients’ salivary glands and dental structure, predisposing 
to progressive periodontal attachment loss, rampant caries and infections, which may lead to 
dental extractions (Chrcanovic et al., 2010). For this reason, dental extractions procedure was 
included in the present study. 
The study of Cohen et al. (2011), who performed extraction of the three mandibular 
molars on the irradiated side, oriented the dental extractions procedure in the present study. The 
time of dental extractions was based on the studies of Kurihashi et al. (2002) and Tamplen et 
al. (2011) and on the results of radiation dose test of this study. Kurihashi et al. (2002) and 
Tamplen et al. (2011) performed dental extractions 7 days after irradiation. According to them, 
when comparing the metabolism of rats and humans, one week in rats is equivalent to about 
one-three years in humans; and the first three years after radiotherapy in humans is the time 
interval that most occurs the onset of mandibular osteoradionecrosis (Chrcanovic et al., 2010). 
In radiation dose test of this study, it was observed that the animals irradiated with 20 Gy lost 
weight during the first 10 days; this fact is probably due to the acute side effects of radiation, 
especially mucositis, which must have made feeding difficult. From the 10th day after 
irradiation, the animals started to gain weight, showing they were recovering from the radiation, 
so it seemed to be a good time to perform dental extractions. Lastly, Kurihashi et al. (2002) also 
stated in their study that radiation effects on alveolar socket healing were more harmful when 
dental extractions were performed long after irradiation than shortly after irradiation. Therefore, 
the chosen times for dental extractions in the present study were 7 days, 10 days and 14 days 
after irradiation. 
Macroscopic evaluation of the right hemimandibles showed osteoradionecrosis in 
the region of dental extractions after 21 days in all animals. This demonstrates that the radiation 
and dental extractions procedures chosen in this study were able to induce mandibular 
osteoradionecrosis. Nevertheless, based on the animals’ weight and since dental extractions 10 
days after irradiation produced mandibular osteoradionecrosis similar to that observed in the 
study of Cohen et al. (2011) when subjectively analyzed, 10 days was defined as the suitable 
time for dental extractions after irradiation. 
Regarding micro-CT analysis, alveolar socket healing 21 days after dental 
extractions was delayed in the irradiated group compared to the control one; this finding is 
similar to that observed in previous studies (Kurihashi et al., 2002; Cohen et al., 2011; Tamplen 
et al., 2011; Bléry et al., 2015; Yamasaki et al., 2017). Kurihashi et al. (2002) and Bléry et al. 
(2015) evaluated the bone structures only qualitatively, while Cohen et al. (2011) and Tamplen 
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et al. (2011) included the adjacent bone of alveolar socket in the micro-CT analysis, which 
probably increased the final values of bone volume fraction (bone volume/total volume). 
Therefore, those factors prevent a direct comparison among the raw data. 
Micro-CT analysis was also used to evaluate alveolar bone structure in the left 
hemimandibles, those containing the molars. In general, no differences related to alveolar bone 
structure between the groups were found. Importantly, in one of the left hemimandibles of the 
irradiated group, spontaneous resorption of the alveolar bone was detected. Damek-Poprawa et 
al. (2013) observed similar finding in their study and defined it as spontaneous 
osteoradionecrosis. This proves that radiation is the main factor for the mandibular 
osteoradionecrosis induction, and dental extractions after radiotherapy is a secondary factor that 
increases its incidence. Nevertheless, since spontaneous mandibular osteoradionecrosis have 
occurred in only one animal, the authors of the present study suggest that dental extractions 
should be used to induct reproducible mandibular osteoradionecrosis in rats. 
 
CONCLUSION 
 
A single radiation dose of 20 Gy focused on head and neck region combined with 
the extraction of the three mandibular molars 10 days after irradiation constitutes a feasible 
protocol of mandibular osteoradionecrosis induction in rats with external beam radiation 
therapy. 
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ABSTRACT 
 
Objective: To evaluate meloxicam as radioprotector candidate to prevent 
mandibular osteoradionecrosis in rats. 
Material and Methods: 60 male Wistar rats were randomly divided into 6 groups (n 
= 10) according to the procedures of meloxicam administration and irradiation: control (CG), 
irradiated (IG), one dose of meloxicam (MG1), one dose of meloxicam irradiated (MIG1), three 
doses of meloxicam (MG3), and three doses of meloxicam irradiated (MIG3). Meloxicam 
administration (20 mg/kg per dose) started 1 h before irradiation (single dose of 20 Gy) with 
the subsequent doses after every 24 h in MG3 and MIG3. Animals underwent extraction of the 
three right mandibular molars 10 days after irradiation and were euthanatized after 21 days (n 
= 5 per group) either 35 days (n = 5 per group). The mandibles were assessed by macroscopic 
evaluation (subjective analysis) and micro-CT analysis (compared with ANOVA or Kruskal-
Wallis test at a significance level of 5%). 
Results: Macroscopic evaluation of the right hemimandibles showed 
osteoradionecrosis in all the irradiated groups and complete gingival healing in all the non-
irradiated groups. Micro-CT analysis of the alveolar socket healing after 21 and 35 days of 
dental extractions indicated a significant delay in healing in all the irradiated groups when 
compared to all the non-irradiated groups; and micro-CT analysis of the alveolar bone structure 
in the left hemimandibles showed spontaneous osteoradionecrosis in two hemimandibles of IG 
and in three of MIG3. 
Conclusion: Meloxicam is poorly effective as radioprotector to prevent mandibular 
osteoradionecrosis in the presence of dental extractions. However, regarding to spontaneous 
mandibular osteoradionecrosis, meloxicam showed a possible positive effect when 
administered in only one dose, but not when administered in three doses. 
 
Key Words: Osteoradionecrosis. Radiotherapy. Radiation-Protective Agents. Non-
Steroidal Anti-Inflammatory Agents. Animal Experimentation. X-Ray Microtomography. 
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INTRODUTION 
 
Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are commonly used to manage a 
wide range of chronic diseases and conditions. Their mode of action, discovered in the 1970s, 
is related to the inhibition of cyclooxygenase (COX), an enzyme that converts arachidonic acid 
from phospholipid membrane into prostaglandins and thromboxanes, which are tissue 
mediators produced by several cell types. Two COX isomers exist: COX-1 is constitutively 
expressed in most tissues, being involved in physiological processes; and COX-2 is not detected 
in many tissues, being induced mainly by pathological processes such as inflammation. Classic 
NSAIDs inhibit both COX isomers, which commonly present gastric mucosal damage as side 
effect; thus, selective COX-2 inhibitors are preferably used (Lin et al., 2002; Ko et al., 2008; 
Jiao et al., 2009; Cheki et al., 2018). 
Apart of the anti-inflammatory properties, NSAIDs have also been evaluated for 
radiation damage, and meloxicam, a selective COX-2 inhibitor, is the most frequently cited in 
the scientific literature (Hofer et al., 2006; Hofer et al., 2008a; Hofer et al., 2008b; Hofer et al., 
2011a; Hoggatt et al., 2013; Hofer et al., 2014; Desmarais et al., 2015; Hofer et al., 2017; 
Yamasaki et al., 2017), showing promising results. Depending on the administration timing, 
radiation-protective agents are given different names: radioprotector, when used prior to 
radiation exposure; and radiomitigator, when used after radiation exposure. In both situations, 
they are used in order to reduce radiation damage; however, radioprotectors are more related to 
prevention of side effects due to radiotherapy, while radiomitigators are related to treatment of 
acute radiation syndrome due to radiation accidents (Hofer et al., 2017). 
One of the worse radiotherapy side effect is osteoradionecrosis, and in oral cavity, 
it affects the mandible much more than the maxilla, probably due to differences in their 
anatomy. Mandible has a restricted blood supply that is generally all included in the radiation 
field, while maxilla has many anastomoses linked to the bloody supply, with some located 
outside the radiation field. In addition, the mandible has a higher density with more mineral 
content than the maxilla, which increases the absorbed radiation dose (Chrcanovic et al., 2010; 
Chronopoulos et al., 2018; Sathasivam et al., 2018). 
Osteoradionecrosis physiopathology has been studied since its first appearance 
(1920s) and many theories have been formulated. The most recent theory proposes that 
osteoradionecrosis occurs by a radiation-induced fibroatrophic process, which can be 
schematically divided in three phases. In the initial pre-fibrotic phase, radiation-damaged 
endothelial cells initiate chronic nonspecific inflammation, characterized by increased vascular 
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permeability with edema formation, destruction of endothelial cells and vascular thrombosis, 
leading to microvessels necrosis and local ischemia. In the constitutive organized phase, there 
is predominance of abnormal fibroblastic activity and disorganization of the extracellular 
matrix. This phase is particularly important in irradiated bone, since the prevalence of 
myofibroblasts on osteoblasts results in replacement of bone matrix by fibrous tissues. Lastly, 
in the late fibroatrophic phase, myofibroblasts undergo apoptosis and tissues develop 
fibroatrophy, with few cells and dense extracellular matrix. After radiation-induced 
fibroatrophic process, bone becomes paucicellular, poorly vascularized and fibrous, being 
fragile and susceptible to late reactivated inflammation, even decades after radiotherapy 
(Delanian and Lefaix, 2004; Chrcanovic et al., 2010). 
Nowadays, despite ongoing studies, there is still no established treatment for 
osteoradionecrosis. Therefore, since meloxicam has been shown to be a potential radiation-
protective agent, and osteoradionecrosis physiopathology is believed to be related to an 
inflammatory process, the aim of this study is to evaluate meloxicam as radioprotector 
candidate to prevent mandibular osteoradionecrosis in rats. 
 
MATERIAL AND METHODS 
 
This study was approved by the local institutional animal research ethics committee 
(Protocol #3817-1). Considering minimum difference of 60% between groups, acceptable 
standard deviation of 20%, statistical test power of 80% and significance level of 5%, the 
sample size of each experimental group would be 4; however, in view of the risk of animals 
loss during the study, the total sample size of each experimental group was 5. Therefore, a total 
of 60 male Wistar strain rats were used. All of them were 90 days old and had a body weight 
of approximately 400 g. Animals were given a standard pelleted rodent diet and water ad 
libitum, and were maintained in a laboratory with controlled temperature and humidity in light-
dark cycle of 12 h. 
The animals were randomly divided into 6 groups (n = 10) according to the 
procedures of meloxicam administration and irradiation: control group (CG), absence of both 
meloxicam administration and irradiation; irradiated group (IG), absence of meloxicam 
administration and presence of irradiation; one dose of meloxicam group (MG1), presence of 
one dose of meloxicam administration and absence of irradiation; one dose of meloxicam 
irradiated group (MIG1), presence of one dose of meloxicam administration and irradiation; 
three doses of meloxicam group (MG3), presence of three doses of meloxicam administration 
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and absence of irradiation; and three doses of meloxicam irradiated group (MIG3), presence of 
three doses of meloxicam administration and irradiation. 
Meloxicam (Maxicam, Ouro Fino Saude Animal, Cravinhos, SP, Brazil) 
administration was given by intraperitoneal injection of 20 mg/kg per dose. Animals from MG1 
and MIG1 received only one dose of meloxicam 1h before irradiation or simulation; while 
animals from MG3 and MIG3 received three doses, the first dose was given 1h before the 
irradiation or simulation, the second and third doses was given 24h and 48h after the first, 
respectively. Animals from CG and IG received an injection of distilled water instead of 
meloxicam. 
The radiation was delivered under general anesthesia induced by intramuscular 
injection of a mixture of 100 mg/kg ketamine (Dopalen, Ceva Saude Animal, Paulinia, SP, 
Brazil) and 10 mg/kg xylazine (Rompun, Bayer S.A., Sao Paulo, SP, Brazil). For the irradiation, 
a single dose of 20 Gy was delivered using a linear accelerator (Clinic 6/100®, Varian Medical 
Systems, Palo Alto, CA, USA), with focal length of 100 cm, depth of 3.5 cm and collimation 
field of 15 x 30 cm. Only the head and neck region was irradiated by protecting the body of the 
animals with a 10-mm thick lead coverage to reduce scattered radiation in an attempt to increase 
the survival rate when exposed to higher radiation doses. 
All the animals underwent extraction of the three right mandibular molars 10 days 
after irradiation; caution was taken to avoid any residual root fragment. The dental extractions 
were also done under general anesthesia induced as previously described. Half of the animals 
were euthanized after 21 days of the dental extractions (n = 5 per group) and the other half after 
35 days (n = 5 per group). Their mandibles were carefully removed to avoid damage to adjacent 
soft tissues for macroscopic evaluation, which was performed by subjective visual inspection 
with the consent of all the examiners. Posteriorly, the mandibles were dissected free of soft 
tissues, separated into hemimandibles, fixed with 10% buffered formalin for 72 h and stored in 
saline solution. 
Micro-computed tomography (micro-CT) scans of each hemimandible were 
obtained using the Quantum FX unit (PekinElmer, Waltham, MA, USA) adjusted at the 
following parameters: 90 kVp, 160 mA and voxel size of 40 μm. 
All right hemimandibles, those submitted to dental extractions, were used in the 
assessment of alveolar socket healing. In the DataViewer software (SkyScan, Kontich, 
Belgium), the volume of the right hemimandibles was positioned such that the distal socket of 
the first molar was centered and, in the CTAn software (SkyScan, Kontich, Belgium), a 
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cylindrical region of interest (45 µm in diameter and 11 slices of 40 µm in thickness) was 
created in the center of the distal socket of the first molar. 
All left hemimandibles, those containing the molars, were used in the assessment 
of alveolar bone structure. In the DataViewer software (SkyScan, Kontich, Belgium), the 
volume of the left hemimandibles was positioned in the central area between the central roots 
of the first molar and, in the CTAn software (SkyScan, Kontich, Belgium), a parallelepiped-
shaped region of interest (10 µm in width, 30 µm in height and 11 slices of 40 µm in thickness) 
was created in the center of the central roots of the first molar. 
The same global threshold was applied for the assessment of both right and left 
hemimandibles and the following characteristics of the trabecular bone microarchitecture were 
assessed in the three-dimensional analysis: bone volume fraction (bone volume/total volume), 
trabecular number, trabecular thickness and trabecular separation. Data from micro-CT analysis 
were presented as mean and standard deviation. For the alveolar socket healing, data was 
compared with one-way analysis of variance (ANOVA) followed by post hoc comparisons with 
the Tukey test, using IBM SPSS Statistics 22.0 (IBM Corp, Armonk, NY, USA). For the 
alveolar bone structure, data was compared with Kruskal-Wallis test followed by post hoc 
comparisons with Student-Newman-Keuls test, using BioEstat 5.0 (Mamiraua Foundation, 
Belem, PA, Brazil). Statistical significance was set at 5% (α = 0.05). 
 
RESULTS 
 
Macroscopic evaluation of the right hemimandibles of all the irradiated groups (IG, 
MIG1 and MIG3) showed bone exposure in the region of dental extractions compatible with 
osteoradionecrosis; conversely, the region of dental extractions of all the non-irradiated groups 
(CG, MG1 and MG3) showed complete gingival healing. 
The alveolar socket healing was supposed to be in the intermediate phase at 21 days 
after tooth extraction and in the final phase at 35 days; however, Micro-CT analysis showed a 
delay in healing in all the irradiated groups when compared to all the non-irradiated groups 
(Figure 1). Table 1 presents trabecular bone microarchitecture data regarding to alveolar socket 
healing in the right hemimandibles for each group. At 21 days and 35 days, the values of all the 
irradiated groups were significantly greater than those of all the non-irradiated groups for bone 
volume fraction (p<0.001), trabecular number (p<0.001) and trabecular thickness (p<0.001); 
but not for trabecular separation (p<0.001), in which the opposite was observed. In addition, 
the non-irradiated groups did not differ statistically from each other and neither the irradiated 
34 
groups differed from each other; except for the values of trabecular number in the irradiated 
groups at 35 days, in which IG was statistically greater than MIG3, and MIG1 did not differ 
statistically from the others. 
 
 
Figure 1 - Micro-CT cross-sections of the alveolar socket healing 21 days (A-F) and 35 days (G-L) after dental 
extractions in the right hemimandible. A, G: Control group; B, H: Irradiated group; C, I: One dose of 
meloxicam group; D, J: One dose of meloxicam irradiated group; E, K: Three doses of meloxicam 
group; F, L: Three doses of meloxicam irradiated group. 
 
TABLE 1 - Mean and standard deviation of trabecular bone microarchitecture data regarding to alveolar socket 
healing in the right hemimandibles for each group 
Group 
Bone Volume 
Fraction 
(%) 
Trabecular 
Number 
(1/mm) 
Trabecular 
Thickness 
(µm) 
Trabecular 
Separation 
(µm) 
21 days 
CG 80.15±08.70 A 79.31±05.82 A 10.12± 0.97 A 05.22±1.80 B 
IG 05.15±04.51 B 13.15±10.49 B 03.45±0.94 B 11.14±0.39 A 
MG1 82.65±10.19 A 76.74±10.61 A 10.79±0.27 A 05.66±1.93 B 
MIG1 05.87±04.50 B 13.38±07.55 B 04.00±1.14 B 11.23±0.21 A 
MG3 81.34±10.21 A 77.66±02.43 A 10.45±1.07 A 05.53±1.46 B 
MIG3 05.52±03.12 B 14.23±07.25 B 03.79±0.53 B 11.20±0.39 A 
35 days 
CG 90.69±05.25 A 84.46±04.09 A 11.74±0.45 A 04.42±2.35 B 
IG 22.45±16.96 B 35.12±16.83 B 05.72±2.02 B 10.34±1.09 A 
MG1 90.34±09.12 A 81.92±08.25 A 11.04±0.51 A 05.00±3.34 B 
MIG1 12.04±11.10 B   17.45±10.98 BC 05.82±2.68 B 11.02±0.55 A 
MG3 92.90±06.22 A 85.45±01.52 A 10.87±0.69 A 02.88±0.74 B 
MIG3 02.72±00.89 B 09.08±01.94 C 03.01±0.78 B 11.40±0.16 A 
Control group (CG), irradiated group (IG), one dose of meloxicam group (MG1), one dose of meloxicam irradiated group (MIG1), three doses 
of meloxicam group (MG3) and three doses of meloxicam irradiated group (MIG3). Means followed by different letters in the same column 
are significantly different, according to ANOVA and the Tukey test (p < 0.05). 
 
Table 2 presents trabecular bone microarchitecture data (mean values of 21 and 35 
days) regarding to alveolar bone structure in the left hemimandibles for each group. Bone 
volume fraction (p=0.033) and trabecular thickness (p=0.013) showed significantly greater 
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values in CG and MG1 than in IG and MIG3; and the values of MIG1 and MG3 did not differ 
statistically from the others. Trabecular number (p=0.639) showed no statistical difference 
between the groups values. Trabecular separation (p=0.031) showed significantly greater values 
in MIG3 than in CG and MG1; the values in IG was significantly greater than in MG1; and in 
the other groups the values did not differ statistically from each other. Furthermore, subjective 
micro-CT analysis showed resorption of the alveolar bone between the central roots of the first 
molar compatible with spontaneous osteoradionecrosis in some left hemimandibles of the 
irradiated groups: two cases in IG, no case in MIG1 and three cases in MIG3 (Figure 2). 
 
TABLE 2 - Mean and standard deviation of trabecular bone microarchitecture data regarding to alveolar bone 
structure in the left hemimandibles for each group 
Group 
Bone Volume 
Fraction 
(%) 
Trabecular 
Number 
(1/mm) 
Trabecular 
Thickness 
(µm) 
Trabecular 
Separation 
(µm) 
CG 94.73±04.80 A 105.62±02.53 A 8.98±0.57 A    2.67±1.15 BC 
IG 77.61±33.77 B 094.35±36.67 A 7.48±2.25 B    4.11±2.46 AB 
MG1 96.46±02.18 A 106.56±04.00 A 9.07±0.48 A 2.22±0.34 C 
MIG1    91.88±09.79 AB 106.62±06.49 A    8.65±1.12 AB       3.13±1.13 ABC 
MG3    94.92±02.95 AB 106.66±03.11 A    8.91±0.44 AB       2.56±0.60 ABC 
MIG3 63.51±37.51 B 085.01±34.98 A 6.78±2.27 B  4.97±2.81 A 
Control group (CG), irradiated group (IG), one dose of meloxicam group (MG1), one dose of meloxicam irradiated group (MIG1), three doses 
of meloxicam group (MG3) and three doses of meloxicam irradiated group (MIG3). Means followed by different letters in the same column 
are significantly different, according to Kruskal-Wallis and Student-Newman-Keuls tests (p < 0.05). 
 
 
Figure 2 - Micro-CT cross-sections of the alveolar bone structure in the left hemimandible. A: Control group; B: 
Irradiated group; C: One dose of meloxicam group; D: One dose of meloxicam irradiated group; E: 
Three doses of meloxicam group; F: Three doses of meloxicam irradiated group. 
 
DISCUSSION 
 
Although COX-2 overexpression has been known to be associated to inflammatory 
processes for years, its relation to carcinogenesis has been discovered more recently. COX-2 
overexpression has already been detected in a wide variety of carcinomas, including oral 
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squamous cell carcinoma (Lin et al., 2002; Ko et al., 2008; Cheki et al., 2018). Additionally, 
COX-2 overexpression has also been reported in radiation exposure. Ionizing radiation causes 
cytotoxic effects mediated by free radicals such as DNA damage and cell death, which are 
responsible for COX-2 stimulation. Prostaglandins, the most important product of COX-2, 
mediates production of free radicals, which causes more DNA damage and cell death, 
upregulating COX-2 expression. This positive feedback effect results in a massive production 
of free radicals and inflammatory mediators, threatening the normal functions of irradiated 
tissues and increasing the risk of tissue injury (Jiao et al., 2009; Cabrera et al., 2013; Cheki et 
al., 2018). 
Several studies have been developed in order to evaluate meloxicam for radiation 
damage, especially concerning to acute radiation syndrome due to radiation accidents (Hofer et 
al., 2006; Hofer et al., 2008a; Hofer et al., 2008b; Jiao et al., 2009; Hofer et al., 2011a; Hofer 
et al., 2011b; Hoggatt et al., 2013; Hofer et al., 2014). These studies showed a positive effect 
of meloxicam on radiation damage, enhancing hematopoiesis recovery (Hofer et al., 2006; 
Hofer et al., 2008a; Hofer et al., 2008b) and animal survival (Hofer et al., 2008a; Hofer et al., 
2011a; Hoggatt et al., 2013; Hofer et al., 2014) after whole body irradiation, when administered 
in a single dose 1h before irradiation (Hofer et al., 2006; Hofer et al., 2008a), in a single dose 
1h after irradiation (Hofer et al., 2011a; Hofer et al., 2014) or in multiple doses after irradiation 
(Hofer et al., 2006; Hofer et al., 2008b; Hoggatt et al., 2013). 
Regarding radiotherapy side effects, some studies have shown positive effects of 
COX-2 inhibition in irradiated tissues (Desmarais et al., 2015; Cheki et al., 2018); however, 
only few of them were related to irradiated bone (Yamasaki et al., 2017). Osteoradionecrosis is 
one of the worse radiotherapy side effect and, since there is still no established treatment for it, 
studies have pointed out that prevention is the best way to deal with it (Chrcanovic et al., 2010; 
Chronopoulos et al., 2018; Sathasivam et al., 2018). Therefore, this study was proposed in order 
to evaluate meloxicam as radioprotector candidate to prevent mandibular osteoradionecrosis in 
rats. 
Macroscopic evaluation of all the right hemimandibles of IG showed 
osteoradionecrosis in the region of dental extractions similar to that observed by Cohen et al. 
(2011), while CG showed complete gingival healing. This demonstrates that the chosen 
protocol, with a single radiation dose of 20 Gy focused on head and neck region using a linear 
accelerator combined with the extraction of the three mandibular molars 10 days after 
irradiation, was adequate to induces mandibular osteoradionecrosis. Furthermore, micro-CT 
analysis of alveolar socket healing after dental extractions showed a significant delay in healing 
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in the IG when compared to CG, corroborating with previous findings that radiation impairs 
alveolar socket healing (Kurihashi et al., 2002; Cohen et al., 2011; Tamplen et al., 2011; Bléry 
et al., 2015; Yamasaki et al., 2017). 
Since osteoradionecrosis physiopathology has been based on a recent theory of 
radiation-induced fibroatrophic process, in which the initial phase is associated with an 
inflammation process (Delanian and Lefaix, 2004), the present study proposed an attempt to 
reduce the inflammation process using meloxicam in order to prevent mandibular 
osteoradionecrosis. Meloxicam dose was based on previous studies (Hofer et al., 2006; Hofer 
et al., 2008a; Hofer et al., 2011a; Hofer et al., 2014), in which 20 mg/kg had positive effect on 
acute radiation syndrome; moreover, meloxicam administration started 1h before irradiation 
due to the interest in evaluating its efficiency as radioprotector, when the time of irradiation can 
be scheduled. 
The outcomes of this study showed that meloxicam in single or multiple doses did 
not interfere in alveolar socket healing nor in alveolar bone structure in the absence of radiation. 
Conversely, they also showed that meloxicam did not improve alveolar socket healing nor 
prevent mandibular osteoradionecrosis after irradiation, contrary to expectations. In a previous 
study (Yamasaki et al., 2017), positive effect of meloxicam was observed in alveolar socket 
healing; however, mandibular osteoradionecrosis was not present. This study seems to be the 
first study in the scientific literature to evaluate COX-2 inhibitors on mandibular 
osteoradionecrosis, making it difficult to compare and validate the outcomes obtained. 
Micro-CT analysis of alveolar bone structure in the left hemimandibles, those 
containing the molars, showed spontaneous osteoradionecrosis, similar to that observed by 
Damek-Poprawa et al. (2013), in some hemimandibles of the irradiated groups. Two cases of 
spontaneous mandibular osteoradionecrosis occurred in IG, showing statistical differences in 
relation to CG for bone volume fraction and trabecular thickness. In MIG1, no cases of 
spontaneous mandibular osteoradionecrosis were observed; moreover, their values were 
statistically similar to those of CG, although they were similar to those of GI as well. This fact 
suggests to a positive effect of meloxicam in a single dose for prevention of spontaneous 
mandibular osteoradionecrosis, possibly related to an improvement in bone physiology changes 
due to radiation. Conversely, MIG3 showing statistical differences in relation to CG for all bone 
characteristics, presenting three cases of spontaneous mandibular osteoradionecrosis. Some 
studies also observed a negative effect of meloxicam in multiple doses on animal survival after 
whole body irradiation (Jiao et al., 2009; Hofer et al., 2011a), indicating that repeated 
administration of COX-2 inhibitors may increase radiation damage. This fact may be related to 
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an exacerbated action of meloxicam in three doses, which acting intensely on the inflammatory 
process may have negatively interfered in the repair process of vascular damage induced by 
radiation, since these two processes are closely related. Nevertheless, there are no previous 
studies to confirm the influence of meloxicam on spontaneous mandibular osteoradionecrosis. 
 
CONCLUSION 
 
Meloxicam is poorly effective as radioprotector to prevent mandibular 
osteoradionecrosis in the presence of dental extractions. However, regarding to spontaneous 
mandibular osteoradionecrosis, meloxicam showed a possible positive effect when 
administered in only one dose, but not when administered in three doses. 
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3 DISCUSSÃO 
 
Na literatura científica, está bem estabelecido que modelos experimentais em 
animais são essenciais para o estudo de diversas doenças em humanos, tanto para entender sua 
patogênese quanto para preveni-las. Esses modelos têm sido usados para estudar a 
osteorradionecrose mandibular há anos; entretanto um modelo ideal ainda não foi estabelecido, 
visto que cada um apresentou uma limitação. Assim, este estudo propõe um novo modelo 
experimental para induzir a osteorradionecrose mandibular em ratos. 
A radioterapia com fonte externa de radiação foi escolhida no presente estudo por 
ser o protocolo convencional de radioterapia de cabeça e pescoço em humanos (Cabrera et al., 
2013). Além disso, as doses de radiação testadas foram baseadas em estudos prévios (Niehoff 
et al., 2008; Cohen et al., 2011; Tamplen et al., 2011), os quais utilizaram dose única de 20 Gy 
ou 30 Gy, ainda que por meio de braquiterapia. De acordo com o modelo linear-quadrático (Liu 
et al., 2003), o efeito radiobiológico de diferentes protocolos de radioterapia pode ser 
comparado; assim, é possível calcular a equivalência de doses únicas de radiação e doses de 
radiação fracionadas. Assumindo um valor α/β de 3 Gy para o osso (Liu et al., 2003; Niehoff et 
al., 2008), o protocolo convencional de radioterapia de cabeça e pescoço em humanos com dose 
fracionada de 70 Gy com 2 Gy/fração (Cabrera et al., 2013) é equivalente a dose única de 
aproximadamente 17,3 Gy. 
Neste estudo, os animais sobreviveram durante todo o período do estudo apenas 
com doses únicas de radiação de 15 Gy e 20 Gy; os outros animais não sobreviveram 
provavelmente devido aos efeitos colaterais agudos da radiação. Doses únicas de 15 Gy e 20 
Gy estão próximas da dose de referência estabelecida para o protocolo convencional de 
radioterapia de cabeça e pescoço em humanos previamente citada (17,3 Gy), sendo também 
equivalentes às doses fracionadas de 54 Gy e 92 Gy com 2 Gy/fração, respectivamente, segundo 
o modelo linear-quadrático citado anteriormente (Liu et al., 2003; Niehoff et al., 2008). Apesar 
da dose fracionada de 54 Gy ser apenas ligeiramente inferior à dose mínima de 60 Gy 
considerada capaz de desencadear a osteorradionecrose (Chrcanovic et al., 2010; Fenner et al., 
2010; Sathasivam et al., 2018), em um estudo anterior (Yamasaki et al., 2017), a dose única de 
15 Gy não foi suficiente para induzir osteorradionecrose mandibular em ratos. Deste modo, a 
dose única de radiação de 20 Gy foi escolhida para as etapas posteriores deste estudo. 
Exodontias após a radioterapia são conhecidas por serem um fator de risco para o 
desenvolvimento da osteorradionecrose mandibular (Kurihashi et al., 2002; Chrcanovic et al., 
2010; Cohen et al., 2011; Tamplen et al., 2011; Bléry et al., 2015; Chronopoulos et al., 2018; 
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Sathasivam et al., 2018); isso está provavelmente relacionado ao fato de que a radioterapia 
altera as estruturas de suporte adjacentes aos dentes (Sathasivam et al., 2018). Além disso, deve-
se considerar que a radiação afeta as glândulas salivares e a estrutura dentária dos pacientes, 
predispondo à perda progressiva de inserção periodontal, cáries rampantes e infecções, 
condições que podem levar à necessidade de exodontias (Chrcanovic et al., 2010). Por esse 
motivo, o procedimento de exodontias foi incluído no presente estudo. 
A avaliação macroscópica de todas as hemimandíbulas do lado direito dos grupos 
irradiados mostrou, na região das exodontias, osteorradionecrose semelhante à observada por 
Cohen et al. (2011), enquanto a dos grupos não irradiados mostrou cicatrização gengival 
completa. Isso demonstra que o protocolo escolhido, com dose única de radiação de 20 Gy 
restrita à região de cabeça e pescoço utilizando um acelerador linear combinada à exodontia 
dos três molares inferiores 10 dias após a irradiação, foi adequado para induzir a 
osteorradionecrose mandibular em ratos. Além disso, a análise por meio de micro-CT da 
reparação do alvéolo após as exodontias mostrou um atraso significativo nos grupos irradiados 
quando comparado aos não irradiados, corroborando com achados anteriores de que a radiação 
prejudica a reparação do alvéolo (Kurihashi et al., 2002; Cohen et al. 2011; Tamplen et al., 
2011; Bléry et al., 2015; Yamasaki et al., 2017). 
Visto que a fisiopatologia da osteorradionecrose tem sido baseada em uma recente 
teoria de processo de fibroatrofia induzida pela radiação, cuja fase inicial está associada a um 
processo inflamatório (Delanian e Lefaix, 2004), o presente estudo propôs uma tentativa de 
reduzir o processo inflamatório utilizando-se meloxicam com o intuito de prevenir o 
desenvolvimento da osteorradionecrose. A dose do meloxicam foi baseada em estudos 
anteriores (Hofer et al., 2006; Hofer et al., 2008a; Hofer et al., 2011; Hofer et al., 2014), nos 
quais 20 mg/kg tiveram efeito positivo na síndrome aguda de radiação; além disso, a 
administração do meloxicam teve início 1h antes da irradiação devido ao interesse em avaliar 
sua eficiência como substância radioprotetora. 
Os resultados demostraram que, na ausência de radiação, o meloxicam em doses 
únicas ou múltiplas não interferiu na reparação do alvéolo nem na estrutura do osso alveolar. 
Por outro lado, também mostraram que o meloxicam não melhorou a reparação do alvéolo nem 
impediu o desenvolvimento da osteorradionecrose mandibular após a irradiação, indo contra a 
hipótese proposta no estudo. Em um estudo anterior (Yamasaki et al., 2017), o efeito positivo 
do meloxicam foi observado na reparação do alvéolo; no entanto, não havia presença de 
osteorradionecrose mandibular. Dessa forma, o presente estudo parece ser o primeiro estudo na 
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literatura científica a avaliar os inibidores de COX-2 no desenvolvimento da osteorradionecrose 
mandibular, dificultando a comparação e a validação dos resultados obtidos. 
A análise por meio de micro-CT da estrutura do osso alveolar nas hemimandíbulas 
do lado esquerdo, as quais continham os molares, mostrou osteorradionecrose espontânea, 
similar à observada por Damek-Poprawa et al. (2013), em algumas hemimandíbulas dos grupos 
irradiados. Dois casos de osteorradionecrose mandibular espontânea ocorreram no GI, 
apresentando diferença estatística em relação ao GC para fração de volume óssea e espessura 
trabecular média. No GM1I, não foi observado nenhum caso de osteorradionecrose mandibular 
espontânea; além disso, os valores desse grupo foram estatisticamente semelhantes aos do GC, 
embora também tenham sido semelhantes aos do GI. Esse fato sugere um possível efeito 
positivo do meloxicam em apenas uma dose na prevenção da osteorradionecrose mandibular 
espontânea, possivelmente relacionado à melhora da alteração da fisiologia óssea decorrente da 
radiação. Por outro lado, o GM3I apresentou diferença estatística em relação ao GC para todas 
as características ósseas, apresentando três casos de osteorradionecrose mandibular espontânea. 
Alguns estudos já haviam mostrado um efeito negativo do meloxicam em doses múltiplas na 
sobrevida de animais após a irradiação de corpo inteiro (Jiao et al., 2009; Hofer et al., 2011), 
indicando que a administração repetida de inibidores de COX-2 pode aumentar o dano da 
radiação. Esse fato pode estar relacionado à uma ação exacerbada do meloxicam em três doses, 
o qual ao atuar acentuadamente no processo inflamatório pode ter interferido no processo de 
reparação do dano vascular induzido pela radiação, uma vez que esses dois processos estão 
intimamente relacionados. Entretanto, não há estudos prévios para confirmar a influência do 
meloxicam na osteorradionecrose mandibular espontânea. 
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4 CONCLUSÃO 
 
Diante dos resultados obtidos, concluiu-se que a dose única de radiação de 20 Gy 
restrita à região de cabeça e pescoço combinada à exodontia dos três molares inferiores 10 dias 
após a irradiação constitui um protocolo viável de indução de osteorradionecrose mandibular 
em ratos com fonte externa de radiação. Além disso, concluiu-se que o meloxicam é pouco 
eficaz como substância radioprotetora do desenvolvimento da osteorradionecrose mandibular 
quando há exodontias. Entretanto, com relação à osteorradionecrose mandibular espontânea, o 
meloxicam mostrou possível efeito positivo quando administrado em apenas uma dose, mas 
não quando administrado em três doses. 
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APÊNDICE 1 - Material e Métodos Detalhado: Artigo 1 
 
O projeto deste estudo foi encaminhado para avaliação à Comissão de Ética no Uso 
de Animais (CEUA) do Instituto de Biologia (IB) da Universidade Estadual de Campinas 
(UNICAMP) sob o número de protocolo 3385-1, tendo início apenas após sua aprovação 
(Anexo 2). Este estudo foi dividido em etapas, nas quais diferentes experimentos foram 
realizados. 
 
SELEÇÃO DOS ANIMAIS 
 
No total foram utilizados 45 ratos heterogenéticos (Rattus norvegicus albinus) 
machos da linhagem Wistar, procedentes do Biotério Central da UNICAMP, com 
aproximadamente 90 dias de vida e massa corporal média de 400 gramas. Durante a realização 
do estudo, os animais foram mantidos em gaiolas de policarbonato no Biotério da Faculdade de 
Odontologia de Piracicaba (FOP), o qual apresentava ambiente com temperatura e umidade 
controladas e ciclo alternado claro-escuro de 12 horas. A alimentação dos animais constou de 
ração balanceada padrão e água ad libitum. 
 
DETERMINAÇÃO DA DOSE DE RADIAÇÃO 
 
Inicialmente, 25 ratos foram divididos aleatoriamente em 5 grupos (n = 5) de acordo 
com o protocolo de dose de radiação: grupo controle sem irradiação (C), grupo irradiado com 
15 Gy (I15), grupo irradiado com 20 Gy (I20), grupo irradiados com 25 Gy (I25) e grupo 
irradiado com 30 Gy (I30). 
Aos 90 dias de vida, os animais foram anestesiados utilizando-se uma solução 
anestésica preparada com 100 mg/kg de cloridrato de ketamina (Dopalen®, Ceva Saúde Animal, 
Paulínia, SP, Brasil) associado a 10 mg/kg de cloridrato de xilazina (Rompun®, Bayer S.A., São 
Paulo, SP, Brasil), administrada por via intramuscular na região lateral do membro posterior. 
Para a correta determinação da quantidade das substâncias, os animais foram previamente 
pesados. Em seguida, foi realizada a irradiação utilizando-se um acelerador linear (Clinic 
6/100®, Varian Medical Systems, Palo Alto, CA, Estados Unidos), com distância focal de 100 
cm, profundidade de 3,5 cm e campo de colimação de 15 x 30 cm, sendo os animais submetidos 
a dose única de 15 Gy, 20 Gy, 25 Gy ou 30 Gy de radiação de acordo com o respectivo grupo. 
Para a realização desse procedimento, os animais foram posicionados no interior de um 
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dispositivo de madeira com cobertura de 10 mm de chumbo, de forma que apenas sua cabeça 
ficasse exposta no campo de radiação, com o intuito de se reduzir a radiação secundária no 
corpo dos animais e, dessa maneira, tentar aumentar sua sobrevida quando submetidos a 
maiores doses de radiação (Figura 1). 
 
Figura 1 - Posicionamento dos animais durante a irradiação. 
 
 
Os animais foram acompanhados e pesados diariamente após a irradiação por 40 
dias. Apenas os animais dos grupos I15 e I20 sobreviveram aos efeitos colaterais da radiação, 
sendo a dose única de 20 Gy a máxima dose tolerada. Além disso, os animais desses grupos 
apresentaram perda de peso nos primeiros 10 dias após a irradiação, seguido de ganho de peso 
nos demais dias. 
 
DETERMINAÇÃO DO MOMENTO DA EXODONTIA 
 
Posteriormente, 15 novos ratos foram aleatoriamente divididos em 3 grupos (n = 5) 
de acordo com o momento da realização da exodontia após a irradiação: grupo 7 dias após a 
irradiação (I-E7), grupo 10 dias após a irradiação (I-E10) e grupo 14 dias após a irradiação (I-
E14). 
Aos 90 dias de vida, os animais foram anestesiados utilizando-se uma solução 
anestésica preparada com 100 mg/kg de cloridrato de ketamina (Dopalen®, Ceva Saúde Animal, 
Paulínia, SP, Brasil) associado a 10 mg/kg de cloridrato de xilazina (Rompun®, Bayer S.A., São 
Paulo, SP, Brasil), administrada por via intramuscular na região lateral do membro posterior. 
Para a correta determinação da quantidade das substâncias, os animais foram previamente 
pesados. Em seguida, foi realizada a irradiação utilizando-se um acelerador linear (Clinic 
6/100®, Varian Medical Systems, Palo Alto, CA, Estados Unidos), com distância focal de 100 
cm, profundidade de 3,5 cm e campo de colimação de 15 x 30 cm, sendo os animais submetidos 
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a dose única de 20 Gy de radiação. Para a realização desse procedimento, os animais foram 
posicionados no interior de um dispositivo de madeira com cobertura de 10 mm de chumbo, de 
forma que apenas sua cabeça ficasse exposta no campo de radiação, com o intuito de se reduzir 
a radiação secundária no corpo dos animais. 
Decorridos 7, 10 ou 14 dias após a irradiação de acordo com o respectivo grupo, foi 
realizado o procedimento da exodontia dos três molares inferiores da hemimandíbula do lado 
direito dos animais, tendo-se o cuidado de não fraturar as suas raízes. Para isso, após serem 
novamente anestesiados conforme o protocolo citado previamente, os animais foram 
posicionados em um suporte para que pudessem manter a abertura bucal, sendo a exodontia 
realizada apenas com a utilização do instrumento odontológico do tipo hollenback (Duflex®, 
S.S. White, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) (Figura 2), iniciando-se pela sindesmotomia, seguida de 
luxação e avulsão dos dentes e, por último, sutura, para reduzir o posterior sangramento e 
acúmulo de alimentos. 
 
Figura 2 - Posicionamento dos animais durante a exodontia. 
 
 
Os animais foram mortos, por meio do aprofundamento anestésico com solução 
inalante de halotano (Tanohalo®, Cristália Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda, Itapira, SP, 
Brasil), 21 dias após a exodontia. As mandíbulas foram cuidadosamente removidas, evitando 
danificar os tecidos moles adjacentes. A região dos molares inferiores extraídos da 
hemimandíbula do lado direito foi visualmente avaliada em relação aos sinais de 
osteorradionecrose, como ausência de cicatrização gengival e presença de fístula. Todos os 
animais dos grupos I-E7, I-E10 e I-E14 mostraram presença de osteorradionecrose, sendo o 
tempo de 10 dias após a irradiação o escolhido como melhor momento para a realização da 
exodontia, tendo em vista que os animais apresentaram ganho de peso a partir do 10º dia na 
etapa de determinação da dose de radiação. 
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Por fim, o procedimento da exodontia realizado no I-E10 da etapa anterior deste 
estudo foi repetido em outros 5 novos ratos para um grupo controle sem irradiação (C-E10). 
Aos 90 dias de vida, os animais foram anestesiados utilizando-se uma solução anestésica 
preparada com 100 mg/kg de cloridrato de ketamina (Dopalen®, Ceva Saúde Animal, Paulínia, 
SP, Brasil) associado a 10 mg/kg de cloridrato de xilazina (Rompun®, Bayer S.A., São Paulo, 
SP, Brasil), administrada por via intramuscular na região lateral do membro posterior. Para a 
correta determinação da quantidade das substâncias, os animais foram previamente pesados. 
Em seguida, foi realizada a simulação da irradiação. Decorridos 10 dias, foi realizado o 
procedimento da exodontia dos três molares inferiores da hemimandíbula do lado direito dos 
animais, tendo-se o cuidado de não fraturar as suas raízes. Para isso, os animais foram 
posicionados em um suporte para que pudessem manter a abertura bucal, sendo a exodontia 
realizada apenas com a utilização do instrumento odontológico do tipo hollenback (Duflex®, 
S.S. White, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), iniciando-se pela sindesmotomia, seguida de luxação e 
avulsão dos dentes e, por último, sutura, para reduzir o posterior sangramento e acúmulo de 
alimentos. Os animais foram mortos, por meio do aprofundamento anestésico com solução 
inalante de halotano (Tanohalo®, Cristália Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda, Itapira, SP, 
Brasil), 21 dias após a exodontia. As mandíbulas foram cuidadosamente removidas, evitando 
danificar os tecidos moles adjacentes. A região dos molares inferiores extraídos da 
hemimandíbula do lado direito foi visualmente avaliada em relação à cicatrização gengival 
completa. 
 
AVALIAÇÃO DA OSTEORRADIONECROSE MANDIBULAR 
 
Após a avaliação macroscópica, tanto as mandíbulas do C-E10 quanto às do I-E10 
foram divididas em hemimandíbulas, as quais foram limpas para remoção dos tecidos moles e 
colocadas em formol tamponado a 10% por 72 horas para a fixação dos tecidos, sendo mantidas 
em solução salina fisiológica em geladeira até o momento da utilização. 
Foi realizado escaneamento por meio de microtomografia computadorizada (micro-
CT) de cada hemimandíbula utilizando-se o microtomógrafo Quantum FX (PekinElmer, 
Waltham, MA, Estados Unidos) com os seguintes fatores de exposição: 90 kVp, 160 mA e 
tamanho de voxel de 40 μm. Foram obtidas 512 imagens em formato DICOM, as quais foram 
convertidas para formato BMP por meio do software ImageJ 1.49V (U. S. National Institute of 
Health, Bethesda, MD, Estados Unidos) ajustando o histograma com faixa dinâmica entre 580-
5409. 
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As hemimandíbulas do lado direito, nas quais o procedimento da exodontia foi 
realizado, foram utilizadas para avaliação da reparação do alvéolo após 21 dias da exodontia. 
Inicialmente, ajustou-se o posicionamento do volume das hemimandíbulas com o software 
DataViewer® (SkyScan, Kontich, Bélgica), de forma a centralizar o longo eixo do alvéolo distal 
do primeiro molar inferior (Figura 3). Em seguida, o conjunto de imagens transaxiais foi salvo, 
mantendo-se o formato BMP, sendo submetido à análise por meio do software CTAn® 
(SkyScan, Kontich, Bélgica). Foram selecionados os 11 cortes centrais do alvéolo distal do 
primeiro molar inferior, nos quais delimitou-se uma região de interesse circular com 40 µm de 
diâmetro (Figura 4). Por fim, foi elaborado uma Task List incluindo a seleção do Threshold 
global na faixa de 40-180 e a análise tridimensional do osso trabecular na região da reparação 
do alvéolo. Os parâmetros da microestrutura trabecular óssea avaliados foram os seguintes: 
fração de volume ósseo (volume ósseo/volume total), número trabecular médio, espessura 
trabecular média e separação trabecular média. 
 
Figura 3 - Posicionamento das imagens do alvéolo distal do primeiro molar inferior. Vista 
sagital (A); Vista transversal (B); Vista axial (C). 
 
 
Figura 4 - Alvéolo distal do primeiro molar inferior sem (A) e com 
(B) delimitação da região de interesse. 
 
 
56 
Já as hemimandíbulas do lado esquerdo, as quais apresentavam os molares, foram 
utilizadas para avaliação da estrutura do osso alveolar. Inicialmente, ajustou-se o 
posicionamento do volume das hemimandíbulas com o software DataViewer® (SkyScan, 
Kontich, Bélgica), de forma a centralizar a região óssea entre as raízes centrais do primeiro 
molar inferior (Figura 5). Em seguida, o conjunto de imagens transaxiais foi salvo, mantendo-
se o formato BMP, sendo submetido à análise por meio do software CTAn® (SkyScan, Kontich, 
Bélgica). Foram selecionados 11 cortes no centro das raízes centrais do primeiro molar inferior, 
nos quais delimitou-se uma região de interesse retangular de 10 µm de largura por 30 µm de 
altura (Figura 6). Por fim, foi elaborado uma Task List incluindo a seleção do Threshold global 
na faixa de 40-180 e a análise tridimensional do osso trabecular na região do osso alveolar. Os 
parâmetros da microestrutura trabecular óssea avaliados foram os seguintes: fração de volume 
ósseo (volume ósseo/volume total), número trabecular médio, espessura trabecular média e 
separação trabecular média. 
 
Figura 5 - Posicionamento das imagens do osso alveolar entre as raizes centrais do primeiro 
molar inferior. Vista sagital (A); Vista transversal (B); Vista axial (C). 
 
 
Figura 6 - Região entre as raízes centrais do primeiro molar 
inferior sem (A) e com (B) delimitação da região 
de interesse. 
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Os dados obtidos na análise por meio de micro-CT foram tabulados no software 
IBM SPSS Statistics 22.0® (IBM Corp, Armonk, NY, Estados Unidos), no qual foram 
realizados cálculos de médias e desvios padrão, bem como o teste t de Student, sendo adotado 
como nível de significância o valor convencional de 5% (α = 0.05). Considerou-se como 
hipótese nula a ausência de diferença estatística significante entre C-E10 e I-E10. 
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APÊNDICE 2 - Material e Métodos Detalhado: Artigo 2 
 
O projeto deste estudo foi encaminhado para avaliação à Comissão de Ética no Uso 
de Animais (CEUA) do Instituto de Biologia (IB) da Universidade Estadual de Campinas 
(UNICAMP) sob o número de protocolo 3817-1, tendo início apenas após sua aprovação 
(Anexo 4). 
 
SELEÇÃO DOS ANIMAIS 
 
Considerando-se diferença mínima de 60% entre os grupos, desvio padrão aceitável 
de 20%, poder do teste estatístico de 80% e nível de significância de 5%, o tamanho da amostra 
de cada grupo experimental deveria ser 4; entretanto, em virtude do risco da perda de animais 
durante o estudo, o tamanho total da amostra de cada grupo experimental foi estabelecido em 
5. Assim, foram utilizados 60 ratos heterogenéticos (Rattus norvegicus albinus) machos da 
linhagem Wistar, procedentes do Biotério Central da UNICAMP, com aproximadamente 90 
dias de vida e massa corporal média de 400 gramas. Durante a realização do estudo, os animais 
foram mantidos em gaiolas de policarbonato no Biotério da Faculdade de Odontologia de 
Piracicaba (FOP), o qual apresentava ambiente com temperatura e umidade controladas e ciclo 
alternado claro-escuro de 12 horas. A alimentação dos animais constou de ração balanceada 
padrão e água ad libitum. 
 
GRUPOS EXPERIMENTAIS 
 
Tendo em vista os procedimentos de administração de meloxicam e irradiação, os 
animais foram aleatoriamente divididos em seis grupos experimentais (n=10): grupo controle 
(GC), sem administração de meloxicam e sem irradiação; grupo irradiado (GI), sem 
administração de meloxicam e com irradiação; grupo meloxicam uma dose (GM1), com 
administração de uma dose de meloxicam e sem irradiação; grupo meloxicam uma dose 
irradiado (GM1I), com administração de uma dose de meloxicam e com irradiação; grupo 
meloxicam três doses (GM3), com administrações de três doses de meloxicam e sem irradiação; 
e grupo meloxicam três doses irradiado (GM3I), com administrações de três doses de 
meloxicam e com irradiação. 
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Para que todos os animais fossem submetidos aos mesmos estímulos e situações de 
estresse, todos foram igualmente anestesiados e os animais dos grupos GC e GI receberam 
aplicação de água destilada ao invés de meloxicam. 
 
PROCEDIMENTO ANESTÉSICO 
 
Em todos os procedimentos anestésicos realizados durante o estudo, foi utilizada 
uma solução anestésica preparada com 100 mg/kg de cloridrato de ketamina (Dopalen®, Ceva 
Saúde Animal, Paulínia, SP, Brasil) associado a 10 mg/kg de cloridrato de xilazina (Rompun®, 
Bayer S.A., São Paulo, SP, Brasil), que foi administrada, por via intramuscular, na região lateral 
do membro posterior dos animais. Para a correta determinação da quantidade das substâncias, 
os animais foram previamente pesados. 
 
ADMINISTRAÇÃO DO MELOXICAM 
 
Aos 90 dias de vida, os animais foram anestesiados de acordo com o procedimento 
descrito, sendo, em seguida, realizada uma administração de meloxicam (Maxicam®, Ouro Fino 
Saúde Animal, Cravinhos, SP, Brasil) na dosagem de 20 mg/kg, por via intraperitoneal, nos 
animais dos grupos GM1, GM1I, GM3 e GM3I. Os animais dos grupos GM3 e GM3I 
receberam, ainda, duas administrações adicionais de meloxicam na mesma dosagem e com 
intervalo de 24 h. 
 
PROCEDIMENTO DA IRRADIAÇÃO 
 
Aproximadamente 1 hora após a administração da primeira dose de meloxicam, foi 
realizado a irradiação utilizando-se um acelerador linear (Clinic 6/100®, Varian Medical 
Systems, Palo Alto, CA, Estados Unidos), com distância focal de 100 cm, profundidade de 3,5 
cm e campo de colimação de 15 x 30 cm, sendo os animais submetidos à dose única de 20 Gy 
de radiação. Para a realização desse procedimento, os animais foram posicionados no interior 
de um dispositivo de madeira com cobertura de 10 mm de chumbo, de forma que apenas sua 
cabeça ficasse exposta no campo de radiação, com o intuito de se reduzir a radiação secundária 
no corpo dos animais. 
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PROCEDIMENTO DA EXODONTIA 
 
Decorridos 10 dias da irradiação, foi realizado o procedimento da exodontia dos 
três molares inferiores da hemimandíbula do lado direito dos animais, tendo-se o cuidado de 
não fraturar as suas raízes. Para isso, após serem novamente anestesiados conforme o protocolo 
citado previamente, os animais foram posicionados em um suporte para que pudessem manter 
a abertura bucal, sendo a exodontia realizada apenas com a utilização do instrumento 
odontológico do tipo hollenback (Duflex®, S.S. White, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), iniciando-
se pela sindesmotomia, seguida de luxação e avulsão dos dentes e, por último, sutura, para 
reduzir o posterior sangramento e acúmulo de alimentos. 
 
OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS 
 
Os animais foram mortos, por meio do aprofundamento anestésico com solução 
inalante de halotano (Tanohalo®, Cristália Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda, Itapira, SP, 
Brasil), nos tempos de 21 e 35 dias após a exodontia, sendo metade dos animais de cada grupo 
(n=5) em cada tempo. As mandíbulas foram cuidadosamente removidas, evitando danificar os 
tecidos moles adjacentes. A região dos molares inferiores extraídos da hemimandíbula do lado 
direito foi visualmente avaliada em relação aos sinais de osteorradionecrose, como ausência de 
cicatrização gengival e presença de fístula. Em seguida, as mandíbulas foram divididas em 
hemimandíbulas, as quais foram limpas para remoção dos tecidos moles e colocadas em formol 
tamponado a 10% por 72 horas para a fixação dos tecidos, sendo mantidas em solução salina 
fisiológica em geladeira até o momento da utilização. 
 
ANÁLISE POR MEIO DE MICRO-CT 
 
Foi realizado escaneamento por meio de micro-CT de cada hemimandíbula 
utilizando-se o microtomógrafo Quantum FX (PekinElmer, Waltham, MA, Estados Unidos) 
com os seguintes fatores de exposição: 90 kVp, 160 mA e tamanho de voxel de 40 μm. Foram 
obtidas 512 imagens em formato DICOM, as quais foram convertidas para formato BMP por 
meio do software ImageJ 1.49V (U. S. National Institute of Health, Bethesda, MD, Estados Unidos) 
ajustando o histograma com faixa dinâmica entre 580-5409. 
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Avaliação da Reparação do Alvéolo 
 
As hemimandíbulas do lado direito, nas quais o procedimento da exodontia foi 
realizado, foram utilizadas para avaliação da reparação do alvéolo após 21 ou 35 dias da 
exodontia. Inicialmente, ajustou-se o posicionamento do volume das hemimandíbulas com o 
software DataViewer® (SkyScan, Kontich, Bélgica), de forma a centralizar o longo eixo do 
alvéolo distal do primeiro molar inferior. Em seguida, o conjunto de imagens transaxiais foi 
salvo, mantendo-se o formato BMP, sendo submetido à análise por meio do software CTAn® 
(SkyScan, Kontich, Bélgica). Foram selecionados os 11 cortes centrais do alvéolo distal do 
primeiro molar inferior, nos quais delimitou-se uma região de interesse circular com 40 µm de 
diâmetro. Por fim, foi elaborado uma Task List incluindo a seleção do Threshold global na faixa 
de 40-180 e a análise tridimensional do osso trabecular na região da reparação do alvéolo. Os 
parâmetros da microestrutura trabecular óssea avaliados foram os seguintes: fração de volume 
ósseo (volume ósseo/volume total), número trabecular médio, espessura trabecular média e 
separação trabecular média. 
 
Avaliação da Estrutura do Osso Alveolar 
 
As hemimandíbulas do lado esquerdo, as quais apresentavam os molares, foram 
utilizadas para avaliação da estrutura do osso alveolar. Inicialmente, ajustou-se o 
posicionamento do volume das hemimandíbulas com o software DataViewer® (SkyScan, 
Kontich, Bélgica), de forma a centralizar a região óssea entre as raízes centrais do primeiro 
molar inferior. Em seguida, o conjunto de imagens transaxiais foi salvo, mantendo-se o formato 
BMP, sendo submetido à análise por meio do software CTAn® (SkyScan, Kontich, Bélgica). 
Foram selecionados 11 cortes no centro das raízes centrais do primeiro molar inferior, nos quais 
delimitou-se uma região de interesse retangular de 10 µm de largura por 30 µm de altura. Por 
fim, foi elaborado uma Task List incluindo a seleção do Threshold global na faixa de 40-180 e 
a análise tridimensional do osso trabecular na região do osso alveolar. Os parâmetros da 
microestrutura trabecular óssea avaliados foram os seguintes: fração de volume ósseo (volume 
ósseo/volume total), número trabecular médio, espessura trabecular média e separação 
trabecular média. 
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ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Os dados obtidos na análise por meio de micro-CT foram tabulados, sendo 
realizados cálculos de médias e desvios padrão. Para a avaliação da reparação do alvéolo, os 
dados foram comparados no software IBM SPSS Statistics 22.0® (IBM Corp, Armonk, NY, 
Estados Unidos) por meio do teste de Análise de Variância (ANOVA) um fator, com teste post 
hoc de Tukey. Para avaliação da estrutura do osso alveolar, os dados foram comparados no 
software BioEstat 5.0 (Fundação Mamiraua, Belém, PA, Brasil) por meio do teste Kruskal-
Wallis, com teste post hoc de Student-Newman-Keuls. Adotou-se como nível de significância 
o valor convencional de 5% (α = 0.05), considando-se como hipótese nula a ausência de 
diferença estatística significante entre os grupos experimentais. 
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